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摘要: 以鲨鱼皮为原料, 采用现代生物化学技术制备胶原蛋白肽水解液,经过喷雾干燥, 获得鲨鱼皮胶原蛋白肽干粉.
对获得的胶原蛋白肽样品进行成分分析,测定了粗蛋白、粗脂肪、水分、灰分以及 K、N a、Ca、Fe、Cu、Zn、Pb 等金属元素的
含量,应用氨基酸自动分析仪测定样品的氨基酸组成,并用化学分析法测定羟脯氨酸含量为 7. 08% , 应用 M AL DI- T OF
分析胶原蛋白肽分子量的分布,表明我们得到的鲨鱼皮胶原蛋白的水解产物 ) ) ) 胶原蛋白肽的分子量主要分布在 2~ 3
ku,为水溶性多肽混合物.研究鲨鱼皮胶原蛋白肽对血管紧张素转化酶( A CE)的抑制效应,表明该样品对 A CE 有较强的
抑制作用,其 I C50为 4. 8 mg / mL . 本文还探讨了鲨鱼皮胶原蛋白的吸湿性和保湿性.
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  胶原蛋白肽是以各种胶原蛋白(动物的皮、骨、鳞
等)为原料,经多种蛋白酶等酶解处理后制得的产物.
胶原蛋白肽可完全溶解于水, 水溶液低黏度, 分子量
小,易于被消化吸收,没有过敏反应, 可应用于开发保
健食品.胶原蛋白肽还具有一些生理调节功能, 例如:
具有美容的作用,可以添加到化妆品中;保护胃粘膜以
及抗溃疡作用; 抑制血压上升作用; 促进骨形成作用;
促进皮肤胶原蛋白代谢作用;对关节炎等胶原病具有
很好的预防及治疗作用
[ 1]
. 因此,胶原蛋白肽在食品及
医药等领域将有很大的开发前景. 近年来随着疯牛病
和口蹄疫的爆发,引起了人们对哺乳动物为来源的胶
原蛋白产品的卫生及安全的关注, 因此开发新型的胶
原蛋白原料已成为新的研究课题. 血管紧张素转化酶
( Angiotensin convert ing enzy me, ACE)可使人体内血
压升高[ 2] ,如果能够抑制 ACE 的活性, 就可以实现降
压作用.李朝慧 [ 3] 采用 5. 5%的酶用量对乳清蛋白酶
解 6 h,制备 ACE抑制肽.为了开发鲨鱼皮下脚料,我
们曾经用胰蛋白酶水解、制备鲨鱼、鲢鱼、草鱼和罗非
鱼的胶原蛋白 [ 4] , 我们摸索、优化蛋白酶酶解鲨鱼皮,
制备胶原蛋白肽的最佳工艺条件, 并对产品的主要成
分进行分析测定, 探讨产品对血管紧张素转化酶
( ACE)的抑制效应, 阐明鲨鱼皮胶原蛋白应用于预防
高血压疾病的作用, 具有理论意义和应用价值.
1  材料与方法
1. 1  材料与试剂
灰星鲨( Mustelus gr iseus )皮购自厦门第八菜场.
蛋白质水解酶为本实验室开发产品, 血管紧张素转化
酶参考吴琼英[ 5] 的方法从刚屠宰的猪肺分离纯化获
得. M ALDI-T OF 质谱所用试剂均为布鲁克公司产
品.其余试剂均为国产分析纯.所用的蒸馏水为无离子
双蒸馏水.
1. 2  鲨鱼皮胶原蛋白肽的制备
称取一定量的鲨鱼皮,应用现代生物化学实验技
术,蛋白质水解酶降解,获得鲨鱼皮酶解液,经酶灭活、
杀菌、并通过喷雾干燥,获得鲨鱼皮胶原蛋白肽样品,
以供分析.
1. 3  ACE的分离及纯化
ACE 的分离及纯化参照参考文献 [ 5]的方法进
行.以猪肺为提取 ACE材料, 经硼酸缓冲液( pH 8. 3)
抽提、硫酸铵分级分离,获得粗酶制剂.经对 0. 1 mol/
L 硼酸缓冲液( pH 8. 3)透析除去硫酸铵后, 进一步通
过 Sephadex G-100凝胶过滤柱层析和 DEAE-32离子
交换凝胶过滤柱层析等纯化步骤, 获得 ACE 部分纯
的酶制剂.
1. 4  实验方法
ACE 活力测定参考许庆陵的体外检测法
[ 6]
. 在
37 e , pH 8. 3条件下催化分解血管紧张素 Ñ的模拟物
( H ip-H is-Leu, H H L)产生马尿酸,产物马尿酸在波长
228 nm 处具有特征吸收峰,根据光密度值的变化计算
酶活力.胶原蛋白肽对 ACE 抑制率( %) 的计算参照
许庆陵
[ 6]
的方法, 按下式计算: I% = ( A - B ) / A @
100% ,式中: A 为未加入胶原蛋白肽溶液只加入蒸馏
水的吸光度值(对照组) ; B 为加入胶原蛋白肽溶液后
的吸光度值(加样组) .
蛋白浓度测定采用 Folin 试剂法[ 7] ; 粗脂肪含量
测定采用 GB/ T5009. 6- 85索氏抽提法; 灰分含量测
定采用 GB/ T 5009. 4- 85高温烧法; 金属元素测定采
用火焰原子吸收光谱法测定
[ 8]
; 粗蛋白含量测定采用
GB/ T 5009. 5- 85凯氏定氮法. 氨基酸含量测定酸水
解,用氨基酸自动分析仪测定样品的氨基酸组成. 羟脯
氨酸含量测定采用比色法测定
[ 9]
.
多肽分子量范围测定采用基质辅助激光解吸附飞
行时间质谱法( MALDI-TOF) .配制浓度为 50 Lg/ mL
的样品溶液, 将其与基质 A-4-氰羟肉桂酸 ( H CCA)混
匀,点样, 最后用质谱仪进行分子量检测.
吸湿性和保湿性的测定采用称量法, 精确称量干
燥的鲨鱼皮胶原蛋白肽 0. 500 0 g, 于称量瓶中,置于
含有饱和碳酸钠溶液( RH = 43%)的干燥器 48 h 后,
称量样品前质量(m0)和放置后质量(m1 ) .根据下式计
算吸湿率:吸湿率( % ) = (m1 - m0) / m0 @ 100% ;将测
定吸湿率后的试样继续放置 48 h, 称取试样质量
(m2) , 由继续放置前后试样的质量差, 用下式求出保
湿率:保湿率( % ) = ( m2- m0) / ( m1- m0) @ 100%.
2  实验结果与讨论
2. 1  胶原蛋白肽的主要成分分析
采用国标法测定鲨鱼皮胶原蛋白肽样品的蛋白
质、粗脂肪、灰分和水分的百分含量比, 测定结果见表
1.表明从鲨鱼皮制备的胶原蛋白肽的粗蛋白含量很
高,而粗脂肪和灰分的含量很低,属于很好的/低脂高
蛋白0保健产品.
表 1 胶原蛋白肽的主要成分
T ab. 1  M ain components of co llagen peptides
成分/ % 含量
蛋白质 87. 50 ? 1. 50
粗脂肪 0. 15? 0. 05
灰分 1. 05? 0. 05
水分 11. 00 ? 0. 50
2. 2  胶原蛋白肽样品的金属元素成分分析
采用火焰原子吸收光谱法测定鲨鱼皮胶原蛋白肽
样品的金属元素含量,结果见表 2, 样品中含有人体必
需的金属元素 Cu、Zn、Fe、Ca、N a、K 等. Pb的含量太
低而无法测出, 说明样品中几乎不含该重金属.
表 2 胶原蛋白肽的金属元素含量
T ab. 2  M etal elements o f collag en peptides
成分 含量/ ( mg # kg- 1)
Cu 7. 89 ? 0. 05
Zn 6. 02 ? 0. 02
Fe 74. 29? 0. 05
Ca 92. 26? 0. 04
N a 1705. 00? 0. 02
K 2368. 00? 0. 02
Pb < 0. 10
表 3 胶原蛋白肽氨基酸含量
T ab. 3  Co ntents of amino acids in collag en pept ides
样品  S1/ % 样品  S1/ %
天冬氨酸 5. 81 亮氨酸* 4. 24
苏氨酸* 2. 32 酪氨酸 1. 16
丝氨酸 2. 25 苯丙氨酸* 2. 38
谷氨酸 12. 09 赖氨酸* 4. 42
甘氨酸 17. 00 组氨酸 1. 08
丙氨酸 8. 59 精氨酸 7. 35
半胱氨酸 0. 09 脯氨酸 4. 43
缬氨酸* 3. 15 羟脯氨酸 7. 08
蛋氨酸* 2. 02 氨基酸总量 88. 34
异亮氨酸* 2. 88 必需氨基酸总量 21. 41
  * 为必需氨基酸.
2. 3  胶原蛋白肽的氨基酸组成
采用酸水解,用氨基酸自动分析仪测定样品的氨
基酸组成含量, 结果见表 3, 除色氨酸水解被破坏未能
测出外,共测出 18种氨基酸, 氨基酸种类齐全、含量都
高达 88. 34%. 必需氨基酸含量占 21. 41% .从表 3可
见,鲨鱼皮胶原蛋白肽中甘氨酸含量最高,这是因为胶
原蛋白肽链中含有很多 Gly-x-y 结构, 保证了胶原蛋
白分子间及分子内的广泛交联, 从而使胶原具有很强
的稳定性. 用此方法研制的胶原蛋白肽中羟脯氨酸
( H yp)的含量高达 7. 08%, H yp在其他蛋白中很少发
现,可以说胶原蛋白中含有大量的羟脯氨酸是这类蛋
白特有的性质. 补充羟脯氨酸可以增加骨结构性网架
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 图 1 胶原蛋白肽的质谱分析图
Fig . 1  M ass spectro gr am of collag en peptides
 图 2  鲨鱼皮胶原蛋白肽对 ACE 的抑制作用
F ig . 2  Inhibit ion of co llagen peptides o n the activity o f
ACE
的规则性和牢固性, 使机体所吸收的大量钙盐有序沉
着,从而真正达到补骨壮骨的目的[ 10] .另外, 胶原蛋白
肽可以在肠道直接被吸收,而且肽类比氨基酸具有更
大的吸收量[ 11] . 由此表明, 胶原蛋白肽在食品领域有
很好的开发前景.
2. 4  鲨鱼皮胶原蛋白肽的分子量分布范围
采用基质辅助激光解吸附飞行时间质谱法
( MA LDI-T OF)测定样品胶原蛋白多肽的分子量分布
范围.结果见图 1,制备的鲨鱼皮胶原蛋白肽分子量分
布范围主要在 2~ 3 ku.
2. 5  胶原蛋白肽对 ACE的抑制作用
以血管紧张素 Ñ的模拟物( H ip-H is-Leu, H H L)
为底物,在 37 e , pH 8. 3条件下测定猪肺血管紧张素
转化酶( ACE)活力. 在测活体系中, 加入不同量的胶
原蛋白肽样品, 分析鲨鱼皮胶原蛋白肽对 ACE 活力
的影响. 结果见图 2,由图可知, 鲨鱼皮胶原蛋白肽对
ACE 有较强的抑制作用, 随着加入的样品浓度增大,
酶的剩余活力呈指数下降,显示抑制作用的浓度效应,
测得酶活力下降 50%所需的抑制剂浓度, I C50为 4. 8
mg/ mL.结果显示, 鲨鱼皮胶原蛋白肽可以通过抑制
血管紧张素转化酶达到降血压的生理功效.
2. 6  鲨鱼皮胶原蛋白肽的吸湿性和保湿性能
的测定
为了能将胶原蛋白肽应用于化妆品, 我们测定了
鲨鱼皮胶原蛋白肽的吸湿和保湿性能, 并与常规的保
湿剂甘油进行了对比,结果表明,鲨鱼皮胶原蛋白肽的
吸湿率为( 26. 9 ? 0. 5) %, 保湿率为( 133 ? 2. 5) %, 在
同样的条件下, 测得甘油的吸湿率为( 54. 5 ? 1. 0) %,
保湿率为( 135 ? 3. 0) % . 显示鲨鱼皮胶原蛋白肽的吸
湿率比甘油要差一些,但保湿率与甘油的相当,说明鲨
鱼皮胶原蛋白肽具有一定的吸湿性和保湿性,以及与
生物有机体有较强的亲和力,使其作为保健食品和化
妆品原料的开发都具有极大的市场前景.
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The Effects of Shark Skin Peptides on ACE and the Analysis of Peptides
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Abstract: In t his paper , collag en peptide po wder from the shark skin was pr epar ed by some biochemistry techniques including pr o-
teinase hydro ly sis, spr ay to rr efact ion. T he basic components of t he co llag en peptide samples wer e analy zed. T he co ntents of pr otein,
lipid, ash, and the metallic elements such as K, N a, Ca, F e Cu, Z n, Pb wer e mensurated. T he amino acid co mpo sitio n and content wer e
deter mined by automatic amino acid analy zer . T he content of hydro x yl pr aline w as tested using the chemistr y analy tical method. T he
molecular mass r ang es o f the co llagen peptides w ere determ ined by the met ho d of M A L DI- T O F. T he r esults sho wed t hat the co llagen
peptide po wder, we o btained fro m the shar k skin collag en pro tein by prot ease hydrolysis, was water- solubility and the mo lecular mass
ranges of mo st co llagen peptides w ere betw een 2 ku and 3 ku. T he effect o f the collag en peptide po wder on the activ ity o f ang iotensin
co nv erting enzy me ( A CE) was studied and the r esult s show ed that the collag en peptides had inhibit or y effect on A CE, the IC50 v alue
was determined to be 4. 8 mg/ mL. T he mo isture absor pt ion and maintenance ratio o f the co llagen pept ides was also st udied, they wer e
26. 9% and 123% , respectiv ely .
Key words: sha rk skin; co llagen peptides; components analysis; ACE; inhibit ion
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